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RESUMEN

El desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno y la
defensa antioxidante, provoca un tipo de dafio en el organismo conocido como
estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos,
los cuales provocan el deterioro y la muerte celular. Se puede medir este tipo de
dafio mediante métodos directos e indirectos. La implicacion del estrés oxidativo
en diversas patologias ha sido demostrada; entre ellas se encuentra la diabetes
mellitus. El estrés oxidativo aparece en células y tejidos, cuando existe
descontrol en el equilibrio entre las sustancias prooxidantes y antioxidantes. La
hiperglucemia constituye la principal manifestacion de la diabetes mellitus y esta
implicada en la aparicién de las complicaciones que se presentan asociadas
con la enfermedad, con la aparicién de esta patologia, se ha demostrado que

altos valores de glicemia conducen a un estado de estrés oxidativo.

El presente estudio se llevé a cabo en adultos que padecen Diabetes
Mellitus tipo Il y que asisten al grupo de AYUDA MUTUA “La esperanza del
manana”, pertenecientes al Centro de Salud Rural de H. Caborca, Sonora, en
un periodo comprendido de Octubre de 2009 a Febrero de 2010. La
determinacion se llevé a cabo mediante un método colorimétrico de Randox
llamado TAS ANTIOXIDANTES (Totales), para lo cual se necesitd una muestra
de sangre de cada uno ya que se trabaj0 con muestras séricas para la
determinacion. Se aplicé una encuesta a cada integrante del grupo, donde se
indagd acerca de los antecedentes médicos personales y familiares, habitos
tales como: dieta diaria, sedentarismo, horas de ejercicio, tabaquismo,
alcoholismo, sintomas, edad, nombre, etc., una vez realizada la encuesta
iniciamos con la toma de muestra al primer grupo de 27 personas de ambos
sexos, 3 hombres y 24 mujeres,de edades entre 41 y 77 afos, todos

diagnostcados con diabetes mellitus tipo 2 las muestras fueron obtenidas por



venopuncion directa en tubos para muestreo sanguineo al vacio, de tapon rojo
sin anticoagulante. En la siguiente visita al mismo grupo se tomaron
nuevamente muestras a 5 hombres y 10 mujeres, con edades de 43 a 77 afnos,
por venopuncion directa en tubos al vacio de tapon rojo para obtener el suero
correspondiente a cada muestra sanguinea. En total se trabajaron 42 muestras
problema, de las cuales fueron adultos de ambos sexos que padecen de
Diabétes Mellitus tipo 2.

Para la presente investigacion se utilizé un grupo control integrado por 11
personas clinicamente sanas de ambos sexos con edades de 20 a 33 afios
para ser analizado y comparado con el grupo de estudio, a las cuales se les
tomd una muestra de sangre por venopuncién directa en tubos vacutainer de

tapdn rojo, para la obtencion de suero de cada muestra control.

El andlisis se realiz6 mediante la técnica TAS ANTIOXIDANTES
(Totales) marca Randox de 5x10 mL vy el control para TAS de marca Randox,
en el laboratorio de analisis Bioquimicos de la Universidad de Sonora Unidad
Regional Norte Campus H. Caborca, donde se encontré que los valores del
Estado Total Antioxidante en promedio, para el grupo de estudio, por sexo fue
de 2.083 mmol/L en hombres y 1.993 mmol/L en mujeres, mientras que para el
grupo control el valor en promedio, por sexo fue de 2.087 mmol/L en hombres y
2.144 mmol/L para mujeres, por lo tanto se observa que los valores obtenidos
en el grupo de estudio son relativamente bajos comparados con el grupo control
compuesto por individuos sanos y con buena alimentacién, siendo el valor
normal 2.085 mmol/L del Estado Total Antioxidante, el rango normal que
maneja la técnica es de 1.30 a 1.77mmol/L en una poblacién activa Europea,
por lo cual recomienda que cada laboratorio establezca sus valores de
referencia, ya que puede haber variaciones regionales debido por ejemplo a

factores genéticos.



1. INTRODUCCION

El oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los
organismos aerobios, este elemento desempefia una funcion importante como
aceptor terminal de electrones durante la respiracién celular, y constituye lo que
se conoce como el “soporte de la vida”; pero también constituye el punto de

partida para un tipo de dafio celular conocido como “estrés oxidativo”*?

7

Un radical libre es una molécula (organica 6 inorganica), en general
extremadamente inestable y, por tanto, con gran poder reactivo'®. Se pueden
generar pero no sintetizar en el laboratorio, formar en la atmosfera por radiacion
ultravioleta, y también se forman en los organismos vivos (incluido el cuerpo
humano) por el contacto con el oxigeno y actlan alterando a las membranas

celulares y atacando el material genético de las células, como el ADN.

Los radicales libres se producen en la respiracion con la presencia de
oxigeno gque aungue es imprescindible en la vida celular de nuestro organismo,
también se producen estas moléculas reactivas, que provocan a lo largo de la
vida efectos negativos para la salud debido a su capacidad de alterar el ADN
(los genes), las proteinas y los lipidos o grasas (“oxidacién")**. En nuestro
cuerpo existen células que se renuevan continuamente como las células de la

piel, del intestino, y otras que no como las células del higado y las neuronas.

Aspecto Quimico: Su mecanismo de generacion es mediante reacciones en

cadena®?.

Aspecto Bioquimico (médico): Ocasiona dafio a tejidos, es un problema de

salud publica®?.
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En los paises desarrollados, el 70% de las causas de muerte, se deben
al cancer y a enfermedades del aparato circulatorio. EI 90% de estos factores
son potencialmente evitables (tabaco, alcohol, dieta, contaminacion ambiental).
Del 75-80% de todos los casos de cancer son inducidos por el medio ambiente
y del 30-40% por la dieta™.

En el transcurso de los afos, los radicales libres pueden producir una
alteracion genética sobre las células que se dividen continuamente
contribuyendo a aumentar el riesgo de cancer por mutaciones genéticas o bien,
disminuyen la funcionalidad de las células que no se dividen tanto,
disminuyendo el numero de mitocondrias, que es caracteristico del

envejecimiento™,

El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio
en la produccion de especies reactivas del oxigeno y la capacidad antioxidante
de las células®’. Se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y Radicales Libres (RL), que
provocan dafio oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa. Este dafio se
relaciona con el envejecimiento y con mas de 100 padecimientos. El dafio
celular que producen las especies reactivas y los radicales libres, ocurre en los
enlaces de proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas
celulares, hidratos de carbono y acidos nucléicos, lo que provoca gran variedad
de cambios bioquimicos y fisiolégicos en la célula, ocasionados por la
activacion de una reacciéon en cadena. Esto induce a que se presenten diversas
enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis, procesos inflamatorios, el de
isquemia/reperfusion, enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas,

depresién, diversos tipos de cancer, entre otros™.
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El “estrés oxidativo” puede provenir de: una deficiencia del sistema de
defensa antioxidante, un incremento de la formacién de EROSs, cuya alta
reactividad puede provocar: peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular,

rotura del ADN, degradacion proteica*?.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se derivan del metabolismo
de moléculas de oxigeno. EROs incluido el anién superdxido (O2"") oxigeno
singlete (*O,), peréxido de hidrégeno (H,0O.), y el altamente reactivo radical
hidroxilo (OH)"®.

La superéxido dismutasa (SOD), se encarga de la remocion de los
radicales superéxido, producidos en la cadena de transporte electronico

mitocondrial, convirtiéndolos en peréxido de hidrégeno™®.

A los mecanismos de defensa que la célula utiliza para neutralizar los
EROs, se les denomina antioxidantes, y se considera como tal a cualquier
sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad mayor que

cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre®.

El antioxidante, al colisionar con un RLO le cede un electrén, que se
oxida a su vez y se transforma en un RLO débil no téxico (la vitamina E)®. No
todos actian de esta forma, en el caso de las enzimas catalizan o aceleran
reacciones quimicas que utilizan substratos que a su vez reaccionan con los
RLOs®.

Desde el aspecto clinico y genético, la diabetes mellitus (DM), constituye
un grupo heterogéneo de trastornos metabdlicos de caracter croénico,
caracterizados por una concentracion anormal elevada de glucosa en sangre.
Las causas de la hiperglucemia son deficiencias en la secrecion de insulina o
resistencia de las células del cuerpo a la accion de ésta. La hiperglucemia

constituye la principal manifestacion de la diabetes mellitus y esta implicada en
3



la aparicion de las complicaciones que se presentan asociadas con la
enfermedad, con la apariciébn de esta patologia, se ha demostrado que altos

valores de glicemia conducen a un estado oxidativo™®.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinacién del Estado Antioxidante Total en personas con Diabetes Mellitus
Tipo 2 del grupo de ayuda mutua “La esperanza del mafnana” del Centro de
Salud Rural de H. Caborca, Sonora en un periodo comprendido de Octubre de
2009 a Febrero de 2010.

2.2 Objetivos Especificos

1. Hacer mencion de indicadores quimicos de dafio oxidativo.
2. Describir la metodologia para la medicion de niveles de estrés oxidativo.

3. Llevar a cabo la medicion de los niveles del Estado Antioxidante Total en
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2 del grupo de ayuda mutua “La
esperanza del mafana” del Centro de Salud Rural de H. Caborca, Sonora
en un periodo comprendido de Octubre de 2009 a Febrero de 2010.



3. ANTECEDENTES

A partir de que en 1954 la doctora Argentina Rebeca Gerschman
sugiriera por primera vez que los radicales libres eran agentes téxicos y
generadores de enfermedades, este campo de investigacion estuvo confinado a
la fisica, la quimica y la biologia. Solo en los dltimos afios ha sido incorporado
este tema al pensamiento clinico y son cada vez mas los médicos que le
prestan atenciéon®?. La teoria de Gerschman, como fue conocida en su

momento, postulaba que:

a) Los radicales libres del Oxigeno son el mecanismo comun de las

toxicidades del oxigeno y de la radiacion.

b) Un aumento en la presién parcial de oxigeno o una disminucién de la

defensa antioxidante llevan igualmente al dafio celular y tisular.
c) La toxicidad del oxigeno es un fenémeno continuo®.

Esta teoria no fue aceptada en su momento considerando que los
radicales libres eran demasiado reactivos y toxicos para existir en los sistemas
biolégicos en condiciones fisiologicas. Quimicamente, el oxigeno era
reconocido como un oxidante y la radiacion era conocida como reductora
debido a los electrones producidos en la radiolisis del agua. Adicionalmente en

ese tiempo, no habia un reconocimiento del papel de la mujer en la ciencia®.

El oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los
organismos aerobios. Este elemento desempefia una funciéon importante como
aceptor terminal de electrones durante la respiraciéon celular, y constituye lo que
se conoce como el "soporte de la vida"; pero también constituye el punto de

partida para un tipo de dafio celular conocido como "estrés oxidativo"*.



3.1 Produccion de radicales libres en seres vivos

Los radicales libres se producen en la respiracion con la presencia de
oxigeno gque aungue es imprescindible en la vida celular de nuestro organismo,
también se producen estas moléculas reactivas, que provocan a lo largo de la
vida efectos negativos para la salud debido a su capacidad de alterar el ADN
(los genes), las proteinas y los lipidos o grasas (“oxidacién")**. En nuestro
cuerpo existen células que se renuevan continuamente como las células de la
piel, del intestino, y otras que no como las células del higado y las neuronas. En
el transcurso de los afos, los radicales libres pueden producir una alteracion
genética sobre las células que se dividen continuamente contribuyendo a
aumentar el riesgo de cancer por mutaciones genéticas o bien, disminuyen la
funcionalidad de las células que no se dividen tanto, disminuyendo el nimero

de mitocondrias, que es caracteristico del envejecimiento™.

3.1.1 Produccién de Radicales Libres por la Mitocondria

3.1.1.1 Fuentes Biol6gicas de Radicales Libres

En la década de los afios 70 Boveris y Chance descubrieron la
produccion mitocondrial de H,O, en mitocondrias de higado y corazén como un
proceso fisiol6gico modulado por las condiciones energéticas de la célula. Las
mitocondrias son la fuente fisiol6gica mas importante del H,O, intracelular.
Estas producen H,O, a velocidades que dependen del estado metabdlico
mitocondrial. En el estado controlado y altamente reducido, estado 4, la
produccion de H,O, es maxima (2%), y en el estado activo y mas oxidado,

estado 3, la produccién de H,0O, (0.1%) es minima®®.
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3.1.1.2 Participacion de la Mitocondria en el Desarrollo de Estrés Oxidativo

La aerobiosis signific6 una gran ventaja evolutiva para los organismos
eucariotes debido a que los combustibles que aportan energia son oxidados al
maximo, utilizando al oxigeno molecular como ultimo aceptor electrénes, con lo
cual en la mitocondria se obtiene la mayor cantidad de adenosin trifosfato
(ATP), que la célula necesita, sin embargo, el oxigeno también puede resultar
toxico debido a sus propiedades oxidantes y a los productos intermedios de su
metabolismo tales como radical anion superdxido (O;") radical hidroxilo (OH),
peréxido de hidrégeno (H.0,), entre otros; que en conjunto se conocen como
especies reactivas de oxigeno (EROs) y son poderosos oxidantes que
participan en el dafio a biomoléculas provocando el llamado estrés oxidativo
(EO)°.

Dentro del metabolismo celular existen numerosos sitios de generacion
de especies oxidantes in vivo, entre estos, cuatro son los que mas atraen la

atencion:

1) Metabolismo peroxisomal de acidos grasos, donde se forma H,O, como
subproducto y a pesar de que los peroxisomas contiene alta actividad

de catalasa pueden provocar EO bajo ciertas condiciones patoldgicas®.

2) Reacciones microsomales de citocromo P450 que cataliza el
metabolismo de compuestos xenobibéticos por oxidorreducciones
formandose O, como subproducto, lo cual puede provocar EO, aunque

no esta bien definido bajo qué condiciones se desarrolla®.

3) Las células fagociticas que atacan a los patdgenos invasivos con una
mezcla de EROs y otros oxidantes, este mecanismo conocido como

estallido respiratorio es wuna respuesta importante del sistema



inmunoldgico, pero también dafia tejidos aledafios produciendo
inflamacion®.

4) Finalmente, la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), cuya
participaciéon en el desarrollo de dafio oxidativo es objeto de muchas
investigaciones. Se considera que la mitocondria es el sitio dentro de la
célula donde se genera la mayor cantidad de EROs que desencadena

EO, provocando defectos en el metabolismo mitocondrial vy

enfermedades®.

La Mitocondria constituye la principal fuente de Radicales Libres. Estos
se producen a través de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion
oxidativa. Este transporte es a través de la membrana interna Mitocondrial,
donde se genera un gradiente electroquimico que aporta la energia necesaria
para producir adenosin trifosfato (ATP). En éste proceso de fosforilacion
oxidativa el oxigeno actia como aceptor final de electrones lo que le confiere en
mas del 95% de estas reacciones un total de 4 e de moléculas con produccion
de 2 moléculas de agua. Una consecuencia directa de este proceso es que
entre los nutrientes iniciales y la generacion de energia al final del proceso, se
forman varias moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas
pueden entregar 1 o 2 e al oxigeno y producir intermediarios parcialmente
reducidos que son los Radicales Libres.

Otra fuente son las peroxisomas, organelos del citosol muy ricos en
oxidasas y que generan peréxido de hidrogeno (H,0,), el cual es depurado por
enzimas especificas (catalasas CAT) y transformado en agua. Los leucocitos
polimorfonucleares son otra fuente importante, al activarse por diversas
proteinas que acttan especificamente sobre ellos (complemento, interleucinas,

etc.). Los leucocitos poseen en la membrana la enzima NADPH oxidasa



generadora de oxigeno, que en presencia de hierro se transforma en un potente

toxico radical oxidrilo OH". Esta situacién se da en los procesos inflamatorios.

La enzima xantina deshidrogenasa predomina en los endotelios
normalmente depura las xantinas (isquemia, estimulacién del Ca* etc.) y

genera anién superoxido (Oy).

Se puede apreciar que los RL se forman en condiciones fisiologicas en
proporciones controlables por los mecanismos celulares de defensa, sin
embargo, en situaciones patolégicas, esta produccién se incrementa y provoca

el estado de Eox'.

Los factores que aumentan la produccién de radicales libres son:

» Quimicos: aumento de metales pesados, xenobioticos, componentes
del humo del tabaco.

» Drogas: Adriamicina.

» Fisicos: Radiaciones ultravioleta, hiperoxia.

» Organicos y metabolicos: Dieta hipercaldrica, dieta insuficiente en
antioxidantes, diabetes, procesos inflamatorios y traumatismos,
fenémenos de isquemia-reperfusion y ejercicios extenuantes™®.

El desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno

(EROs) y la defensa antioxidante provoca el "estrés oxidativo" que lleva a una
variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro

y muerte celular®.
El "estrés oxidativo" puede provenir de:

— Una deficiencia del sistema de defensa antioxidante.
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— Un incremento de la formacion de EROs, cuya alta reactividad puede
provocar: peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular, rotura del ADN,

degradacion proteica.

El aumento de varios de estos agentes oxidantes a la vez, provoca
cambios biolégicos de manera progresiva en el organismo, siguiendo mas o
menos un patron comudn y la acumulacion progresiva de esos cambios ocasiona

la enfermedad®®.

3.1.1.3 Sistemas Antioxidantes Mitocondriales

Las células cuentan con una bateria de defensas antioxidantes, cuya
funcién es neutralizar la formacién de ERO una vez que se han formado. Una
parte importante de estas defensas se concentran en la mitocondria,

clasificandose en cinco niveles®.

En primer lugar, cuenta con un sistema enzimatico capaz de efectuar la
reduccion tetravalente consecutiva del oxigeno, sin liberar los intermediarios
tales como O, y H,0,. Esto lo logra con gran eficiencia el sistema citocromo
oxidasa, (el complejo IV que se encuentra en la membrana interna mitocondrial)
responsable de mas del 90% de la reduccion del oxigeno en el organismo

humano®.

En segundo lugar estd la enzima superdoxido dismutasa mitocondrial
(SODm), que es miembro de una familia de metaloenzimas las cuales catalizan
la dismutacion del radical anién superoxido para formar oxigeno y peréxido de
Hidrégeno. En las células de los organismos eucariotes existen tres tipos de

SOD, ademas de la mitocondrial que contiene manganeso (Mn*?) en su sitio
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activo existe una citoplasmatica con un atomo de Cu™y uno Zn*? en su sitio

activo (Cu, Zn-SOD) y la tercera es una SOD extracelular®.

Un tercer nivel de defensa esta constituido por un grupo de enzimas
especializadas, tales como la catalasa que cataliza la conversion de H,O, a
H,O y cuya actividad ha sido descrita en la mitocondria; o las peroxidasas que
por diversos donadores de electrones reducen el H,O,. En los mamiferos se ha
descrito otra enzima importante, la glutation peroxidasa (GPx), que se localiza
en el citosol y en la mitocondria y cataliza la reduccién de H,0O, a H,O utilizando
glutation reducido (GSH) como donador de elctrones. Acoplada a esta reaccion,
la glutation reductasa (GR) reduce al glutation oxidado (GSSG) utilizando
nicotinamidaadenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH), impidiendo asi que

se agoten las reservas de GSH°.

En el cuarto nivel, las EROs pueden ser neutralizadas por compuestos
con propiedades antioxidantes conocidos como atrapadores de radicales libres.
Estos pueden ser hidrofébicos, como las quinonas y el a-tocoferol o vitamina E,
este ultimo considerado un excelente antioxidante ya que por su hidrofobicidad
se encuentra en las membranas, incluyendo las de mitocondria, donde es
particularmente un eficaz protector evitando la lipoperoxidacion; o hidrofilicos
como el GSH que participa en la reaccion descrita anteriormente , entre otros.
En muchos estudios se ha demostrado que el nivel de antioxidantes es de vital
importancia para prevenir, revertir o al menos, reducir los dafios causados por

el desarrollo de EQ®.

Una vez producido el dafio molecular, el quinto nivel de defensa lo
constituye la reparacion. La mayor parte de las moléculas del organismo sufren
un recambio constante, por lo cual son peridodicamente reemplazadas. En el

caso del material genético, los radicales de oxigeno son capaces de producir
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rupturas en la cadena del ADN y aun de inducir mutagénesis, pero existen
mecanismos enzimaticos de reparacibn que permiten mantener intacta la
informacion genética, aunque en la mitocondria estos mecanismos de
proteccion y reparacién del material genético son menos que en el nudcleo, por

lo cual el ADN mitocondrial es particularmente susceptible al dafio por EROs®.

3.1.2 Especies Reactivas del Oxigeno (EROS)

La mayor parte del oxigeno celular es reducido a través de reacciones
enzimaticas, pero un 2-5 % escapa a esta reduccidn bivalente y elige la
monovalente, y de ello resulta la formacion de radicales libres de oxigeno
(RLO), que no son mas que atomos o moléculas que poseen un nimero impar
de electrones en su Orbita mas externa, y que también se generan cuando
ocurre una adicion a un doble enlace®. Son muy inestables y pueden
reaccionar con otras moléculas, entregando o0 recibiendo un electron.
Ultimamente prefiere llaméarsele EROs, para agrupar a algunos compuestos que
como el peréxido de hidrégeno, no constituyen un verdadero radical®.

Estas EROs son moléculas altamente reactivas que atacan
constantemente al cuerpo humano mediante reacciones bioquimicas de
REDOX, que ocurren como parte normal del metabolismo celular o por la
exposicion a factores ambientales y se forman de la manera siguiente: La
reduccion univalente del O, produce el radical superéxido (O;) cuya fuente mas

importante es la NADPH oxidasa durante el estallido respiratorio™>.

La reaccion univalente subsecuente, genera el peréxido de hidrégeno
(H20,) a través de la enzima superoxido dismutasa (SOD), que no es un RLO,

pero tiene una alta capacidad oxidante por via de la reacciéon de Fenton, y
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forma el radical hidroxilo (OH) que es varios miles de veces mas reactivo que el

0,y deriva facilmente a la formacién de nuevos radicales libres™.

Otras especies reactivas existentes son: el peroxil (ROO) y el alcoxil
(RO, resultantes de la accién del ‘OH, que constituyen la fase inicial de la
peroxidacion lipidica® También existe el oxigeno singlete (*O,), el éxido nitrico
(NO), el anion peroxinitrito (OONO) y el ion hipoclorito (HOCI) formado a partir

del H,O, por la enzima mieloperoxidasa (MPO)’.

3.1.3 Formacion de Radicales Libres y Especies Reactivas del Oxigeno

- Mayormente por reacciones bioquimicas de oxidacion-reduccion del
metabolismo normal en las que intervienen el oxigeno (catabolismo del

triptéfano, formacién del colageno; reduccién de los ribonucleétidos) *°.
- Por fagocitosis, como parte de una reaccién inflamatoria controlada™®.

- Ocasionalmente, en respuesta a la exposicion de radicaciones
ionizantes, luz ultravioleta, polucibn ambiental, humo del cigarro,
hiperoxia, ozono, ejercicio excesivo, dioxido de nitrdgeno, metales

pesados, hidrocarburos halogenados™.

3.1.4 Sustancias que Pueden Maodificar los Niveles de Radicales Libres

- Aumentandolos: halotano, acetaminofeno, adriamicina, menadiona,
ozono, cloranfenicol, nitrofurantoina, aminoglucésidos, digitalicos,

tetraciclina.

- Disminuyéndolos: vitaminas A, E, C, B6, Selenio, captopril*°.
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3.1.5 Reacciones de Oxido-Reduccion y la Aparicion de las EROs

Las células de nuestro cuerpo estan expuestas constantemente a las
reacciones de oOxido-reduccion y un ejemplo es la transformaciéon de los
alimentos ingeridos en sustratos mas simples, de los cuales es posible obtener
energia. Durante el proceso de reproduccion celular se consume oxigeno y se
genera ATP, lo que origina productos tales como anhidrido carbonico y agua.

Sin embargo, durante esta transformacién normal, se producen ER y RL*.

Se cree que este proceso evolutivo inicio con la aparicion de los
organismos fotosintéticos, a la vez que se incrementaron los niveles de oxigeno
en el medio ambiente, lo que permitié a estos seres desarrollar los mecanismos
necesarios para utilizar esta molécula como aceptor final de e, esto le
proporciond a la célula tener sistemas de produccion de energia altamente
eficientes a través de la oxidacion de la glucosa. Por medio de esta ruta
metabdlica se producen hasta 38 moléculas de ATP por la oxidacion de una
molécula de glucosa. Esta ventaja evolutiva trajo como consecuencia el
incremento en la produccidén de RL y EROs, pero a la vez, surgieron sistemas
de defensa antioxidantes intra y extra celulares, tanto enzimaticos (las enzimas
antioxidantes de mayor importancia son la CAT, la superéxido dismutasa (SOD)
y la glutation peroxidasa (GPx) no enzimaticos (elementos principalmente
exégenos, vitamina E, C, betacarotenos, polifenoles, flavonoides,
oligoelementos, glutation [GSH], urato, ubiquinol y proteinas plasmaticas) para
mantener el equilibrio rédox en las células. Este equilibrio de Oxido-reduccion
es esencial para preparar la fisiologia de los seres vivos y en todos los procesos

metabolicos se producen pequefias cantidades de RL.
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3.1.6 Dafio Oxidativo a los Principales Componentes de la Célula

Los RL al colisionar con una macromolécula, la oxidan al sustraerle un e’
y provoca que pierda su funcion especifica en la célula. Dicho dafio puede
causar oxidacion de lipidos, proteinas, hidratos de carbono, y efectos
genotoxicos por la oxidacion de nucleétidos, lo que produce acumulacion de

agregados intracelulares, disfuncién mitocondrial excitotoxicidad y apoptosis™”.

Los lipidos, son los mas susceptibles al dafio por los RL, especificamente
los poli-insaturados que son facilmente oxidables. El proceso de oxidacion de
los lipidos es peroxidacién lipidica y los productos de estas reacciones se
denominan lipoperoxidos (LPO). Por otra parte el dafio que causan los RL a las
proteinas es un proceso irreversible, el cual puede incrementar el enrollamiento
erroneo de las estructuras secundarias o la pérdida de la formacion de las
estructuras terciaria y cuaternaria. Esto se debe a que todos los residuos de
aminoacidos estan sujetos al ataque por OH" sin embargo, los aminoécidos que
se oxidan con mas frecuencia son la fenilalanina, tirosina, triptéfano, histidina y
metionina y tal oxidacion forma las proteinas carboniladas, que favorece el
entrecruzamiento entre proteinas o con otras biomoléculas como la glucosa

(glucosilacién)*.

La oxidacién de ADN dependiente de EROs ocurre de forma parecida a
la oxidacion de proteinas y es sitio-especifica. Involucra una reaccién entre
ADN, metales de transiciéon y H,O,. EI ADN mitocondrial es mas susceptible al
dafio oxidativo. Esta oxidacién al ADN produce bases modificadas, lo que tiene
serias consecuencias en el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una
parte, o la pérdida de expresién por el dafio al gen especifico, que puede

provocar entrecruzamiento de proteinas-ADN, intercambio de cromatides
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hermanas, alteracion a la estructura de la desoxirribosa-fosfato y oxidacion de

las cuatro bases nitrogenadas™”.

Como ya se describio, el dafio ocasionado por el EOx a la célula puede
ocurrir por muchas rutas, pero independientemente de cual sea la via, es
evidente que el exceso de RL y ER provocan desequilibrio en la homeostasis de
la célula. Tal alteracion puede llevar al desarrollo al desarrollo de patologias
cronico-degenerativas como es el caso de la DM, en donde el constante
desequilibrio de la glucosa sanguinea (principalmente en pacientes mal
controlados), produce en el organismo un estado de oxidacién, lo que a su vez
explica el por qué los diabéticos desarrollan complicaciones prematuras de

diversa indole®™.

3.1.7 Sistema de Defensa Contra las EROs

Todos los seres vivos que utilizan el oxigeno para obtener energia,
liberan EROs. Esta situacién es incompatible con la vida, a menos que existan
en las células mecanismos de defensa que las neutralicen’®. A estas defensas
se les denomina antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia
qgue en concentraciones normales posea una afinidad mayor que cualquier otra
molécula para interaccionar con un radical libre®®. El antioxidante, al colisionar
con un RLO le cede un electrén, que se oxida a su vez y se transforma en un
RLO débil no téxico (la vitamina E)*. No todos actian de esta forma, en el caso
de las enzimas catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan substratos

gue a su vez reaccionan con los RLO™,

Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por enzimas

o eliminadores de radicales.
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Enzimas:

— La citocromo oxidasa esta encargada de evitar la reduccion univalente del

oxigeno.

— La superéxido dismutasa esta especializada en captar el radical anion
superéxido mediante una dismutacién y asi convertirlo en peroxido de

hidrégeno.

— Catalasa y peroxidasas, glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa

(GR). Que neutralizan al H,O, y lo convierten en agua.

— La vitamina E o a-tocoferol neutraliza al radical OH" por su ubicacién en

las membranas donde su proteccion es particularmente importante.

— La vitamina C, por su caracter reductor, reacciona rapidamente en el O,
y con el OH, también es captor del oxigeno singlete y del ion
hipoclorito™.

— El glutation (GSH), ademas de captar el H,O, como substrato de la GPx,

también capta al O, y al'OH.

— La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de metales de

transicion, hierro y cobre respectivamente, que son generadores de RLO.

Este sistema defensivo, que lo mismo puede estar en el citosol que en
las membranas, no es totalmente efectivo, por lo que hay involucrada una

segunda linea constituida por:

— Sistemas reparadores de biomoléculas que reconstruyen el dafio

producido al ADN y que pudieran propiciar trastornos genéticos o cancerigenos.
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— Sistemas eliminadores de componentes celulares oxidados como las

macroxiproteinasas y las endonucleasas™.

A manera muy general los antioxidantes pueden actuar de las siguientes

formas:

Al disminuir la concentracidon de oxidantes.

e Al evitar la iniciacion de la reaccion en cadena al barrer (cubrir o detener

una reactividad quimica elevada) a los primeros RL que se forman.
e Al unirse a iones metalicos para evitar la formacion de EROs.
e Al transformar los peroxidos en productos menos reactivos.
e Al detener la propagacién y el aumento de RL.

Por dltimo, no se debe olvidar que los sistemas antioxidantes trabajan en
forma coordinada en una serie de pasos metabdlicos, por ejemplo en los
sistemas enzimaticos el O, al ser metabolizado por la SOD produce H,0,, este
a su vez se metaboliza hasta agua y oxigeno por la CAT o la GPx, que acttan
en forma acoplada con la glutation reductasa. Lamentablemente, se ha
demostrado que estos sistemas antioxidantes disminuyen con la edad, en
ciertos procesos patoldégicos y bajo condiciones ambientales como la
contaminacion atmosférica. Los seres humanos estan literalmente bajo ataque,
proveniente del medio ambiente contaminado, estilos de vida estresantes y una
sociedad sobremedicada. Estas condiciones privan a los seres humanos de su
condicion mas preciada, “la salud”. Y a pesar de que el organismo cuenta con
sus propios sistemas de defensa, los cuales son capaces de neutralizar los RL,
hoy en dia estos no son suficientes para contrarrestar el dafio, por eso es que

se necesitan de “aliados” adicionales y estos pueden ser los antioxidantes. La
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mayoria de estos, provienen de los vegetales y las frutas. Sin embargo, se debe
tener presente de que en la actualidad, esto crea una brecha protectora, ya que
los alimentos que se consumen, lamentablemente, contienen bajo contenido de
antioxidantes y minerales, como resultado del agotamiento de minerales en el
suelo, de la cosecha acelerada de los productos sin madurar, almacenamiento
refrigerado, comidas altamente procesadas y a que la preparacion de la comida
es deficiente. Por lo tanto, durante el tiempo en que el organismo se encuentra
expuesto a las condiciones desfavorables del medio ambiente que rodea a los
seres Vivos, sus sistemas de defensa naturales estan abrumados y agotados.
Por ello, es recomendable que se haga todo lo que esté al alcance para
reconstruir los sistemas de defensa, al aprender como la alimentacién completa
y balanceada con dosis adecuada de antioxidantes y suplementos de alta
calidad podria ser la mejor esperanza para contrarrestar el efecto téxico y
genotoxico que los RL producen al organismo, ya que de no prestar la debida
atencion a este problema y exponer de forma prolongada a las células al dafio
que provoca el EOx, es por demas seguro que el individuo desarrollard una

enfermedad crénico-degenerativa®®.

3.2 Estrés Oxidativo

En 1985, H. Sies propuso el concepto de estrés Oxidativo como un
desbalance, en el que hay un aumento de oxidantes o una disminucion de
antioxidantes, en comparacién con la situacion definida como normal. El
concepto esta inspirado en la idea de estrés de H. Selye instalada para el
sindrome general de adaptacion fisiologica, y en la idea de Gerschman de que
tanto la hiperoxia como la disminucién de antioxidantes llevan a dafio tisular®. El

éxito del concepto fue inmediato y promovio la investigacion bioldgica y clinica
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al incluir el término de disminucidn de antioxidantes y abrir la estrategia
intervencionista de suplementacién con compuestos y vitaminas antioxidantes®.
El concepto de estrés oxidativo fue aplicado experimentalmente a células,
tejidos, y organismos enteros. En el ultimo caso mencionada considerando un
estrés oxidativo sistémico y determinando los niveles de oxidantes vy
antioxidantes en sangre y plasma®. La relacién causa efecto entre estrés
oxidativo y situacion clinica o enfermedad no esta resuelta y las dos
posibilidades causales estan en consideracién. Una de las opciones, sostenida
por M. Bergel, considera que el EOx es un desbalance que permite el
establecimiento de la enfermendad, y utiliza como argumento que dietas pro-
oxidantes (con alto contenido de lipidos auto-oxidables y bajo contenido de
vitamina E). Cabe sefialar que, cualquiera sea el mecanismo patogénico, la
suplementacion con antioxidantes en pacientes lleva a mejorar el EOx, la

disfuncionalidad metabélica y la condicion clinica®.

El proceso continuo de perdida gradual de las funciones fisiolégicas
desde el inicio de la edad adulta se ha asociado al proceso continuo de

produccipon mitocondrial de RL y al desarrollo de una condicién de Eox®.

El estrés oxidativo es un estado que se caracteriza por un desequilibrio
entre la produccidbn de especies reactivas del oxigeno y la capacidad
antioxidante de las células. En el paso a la vida oxigenada las células se
dotaron de sistemas antioxidantes que pueden ser enzimaticos y por lo tanto
involucran mecanismos algunas veces complejos, y no enzimaticos en los que
participan biomoléculas que generalmente poseen menor peso molecular que
las enzimas®. El dafio celular que producen las Especies Reactivas y los
Radicales Libres, ocurre en los enlaces de proteinas, los fosfolipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de carbono y acidos

nucléicos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos y fisioldgicos
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en la célula, ocasionados por la activacion de una reaccion en cadena. Esto
induce a que se presenten diversas enfermedades, como diabetes,
ateroesclerosis, procesos inflamatorios, el de isquemia/reperfusion, enfermedad
de Alzheimer, Parkinson, cataratas, depresion, diversos tipos de cancer, entre
otros''. La produccién de especies reactivas del oxigeno esta dada

constantemente en la mitocondria®®.

Las sustancias que participan en las reacciones de los sistemas de
defensa antioxidante se inactivan o deterioran en determinadas situaciones.
Este deterioro puede ser causado por alguna enfermedad crénica o transitoria
que provoca incrementos sustanciales en la produccion de oxidantes y
prooxidantes®. La implicacién del estrés oxidativo en diversas patologias ha sido
estudiada por numerosos investigadores*®. Entre estas patologias se encuentra
la diabetes mellitus y el embarazo; aunque este Ultimo no es un estado

patol6gico sino de adaptacién metabdlica’®.

3.3 Diabetes Mellitus

La hiperglicemia constituye la principal manifestacion de la diabetes
mellitus y estd implicada en la aparicion de las complicaciones que se
presentan asociadas con la enfermedad. Estas consisten en un heterogéneo
grupo de disfunciones clinicas que afectan el sistema nervioso, el sistema

vascular, el rifién, la retina, el nervio periférico, el lente y la piel®.

Los diabéticos exhiben alta actividad de RL, originando intermediarios
quimicos altamente reactivos y téxicos*®. Los individuos diabéticos tienen 25
veces mayor probabilidad de contraer ceguera, 20 veces mas riesgo de

amputaciones y de 6 a 10 veces mas riesgo de padecer de enfermedades
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coronarias.2 Esta situacion de desequilibrio comienza en una etapa temprana
de la enfermedad, como se ha demostrado en varios estudios. La
susceptibilidad de los diferentes tejidos a la exposicion de radicales libres en
diabetes espontanea y experimental es muy variada y se modifica ademas en el

desarrollo de la enfermedad?®.

Recientemente, se ha postulado que la hiperglicemia sostenida favorece
la autoxidacion de la glucosa por disminucion del éxido nitrico (uno de los
principales agentes vasodilatadores y antiagregante en el organismo), lo cual
causaria desbalance en los mecanismos de oxidacion y antioxidaciéon que
conllevaria a hiperproduccion de radicales libres de oxigeno (RLO),
ocasionando disturbios en la mecanica metabdlica de muchos tejidos, células
endoteliales membranales, apoptosis de las células B de los islotes de
Langerhans que originan la insulina, oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad e inactividad de vitaminas antioxidantes, lo que favorece la generacion
de RL y conlleva a fenbmenos aterogénicos, hipertensién y microangiopatia
diabética. Las especies reactivas de oxigeno oxidan lipidos (peroxidacion de
lipidos), proteinas que causan lesiones en las membranas, inactivacion

enzimatica y cortes en la doble cadena del DNA*2.

En el estudio de las causas implicadas en la aparicion de esta patologia
se ha demostrado que altos valores de glicemia conducen a un estrés oxidativo.
Esto se debe a que la glucosa se autoxida y da lugar a la formaciéon de
alfacetoaldehidos, perdoxido de hidrégeno (H,O,) y radical superdxido (Oo-),
entre otras especies reactivas del oxigeno (ERO). También se plantea que el
descontrol de la glicemia conduce al incremento de la velocidad de los procesos
de glicosilacion y oxidacion de lipidos y proteinas de membrana, lo que provoca
cambios conformacionales de estas macromoléculas y por lo tanto el deterioro

de sus funciones®®.
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Los productos que se forman se conocen como AGE (advanced
glicosilation end products [productos finales de la glicosilacion avanzada]). Un
namero de estas sustancias que se forman de modo irreversible son capaces
de hacer enlaces covalentes con otras proteinas para potenciar asi el dafio. En
el caso de las complicaciones vasculares se conoce que su fisiopatologia esta
caracterizada por una anormal unién de proteinas de la circulacion y una

progresiva constriccion del area luminal en grandes y pequefios vasos™.

En los pacientes que padecen de diabetes mellitus se producen cambios
en indicadores bioquimicos que evidencian una situacion de estrés oxidativo:
disminuyen las concentraciones plasmaticas de vitaminas antioxidantes como la
A y E, se incrementa la concentracién sanguinea de sustancias reactivas la
susceptibilidad de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a la oxidacion,

menor capacidad antioxidante total del plasma y se dafia el material genético™.

3.3.1 Impacto Social de la Diabetes Mellitus

Las causas mas frecuentes de muerte en la DM son por complicaciones
cardiovasculares prematuras, cerebrovasculares y falla renal. Esto se debe
principalmente a la poca o nula conciencia que existe por parte de los pacientes
de disciplinarse en sus habitos alimentarios, asi como el de medicarse bajo
vigilancia médica con el fin de mantener un conrol adecuado de glucosa
sanguinea. Debido a estos factores, los diabéticos mal controlados se
condicionan a padecer sufrimiento, dado a las multiples complicaciones que se
presentan de forma prematura por la hiperglucemia, lo que origina disminucion
drastica de su calidad de vida. Ademas de que tanto para las instituciones
empresariales como de salud, implica grandes pérdidas econémicas debido a
las constantes solicitudes de incapacidad que se expiden para estos pacientes.
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De ahi la importancia de buscar con urgencia nuevas estrategias terapéuticas
que puedan ayudar a contrarrestar los efectos cronico-degenerativos

ocasionados por esta enfermedad™*.

3.3.2 Aspectos Histéricos de la DM

La DM no es un “mal de este siglo”, sino que se conoce desde la
antigiedad. La observacion inicial de que este sindrome no es una sola
enfermedad se acredita a dos médicos hindues, Chakrata y Susruta 600 a. C.),
quienes distinguieron dos variedades de esta patologia, aunque si bien, la
mayoria de las descripciones bibligraficas de este tiempo hacen referencia a la
DM tipo I. durante los siglos XVIII y XIX se describio otra variedad de este
transtorno que comprende menos sintomas clinicos y que hoy se conoce como
DM tipo 2. A mediados de 1930, Himsworth postulé que existian por lo menos
dos variedades clinicas de DM: sensible e insensible a insulina. Sus
observaciones clinicas se confirmaron cuando Bornstein y Lawrence disefiaron
un bioandlisis para insulina. En 1940, dichas observaciones fueron

contundentes al aparecer el radioinmunoanalisis**.

3.3.2.1 Participaciéon de la Mitocondria en la Enfermedad

La mitocondria es parte importante de la vida y la muerte celular. Es
esencial para mantener la entropia necesaria para sustentar la vida. Es la
mitocondria quien provee la energia necesaria para casi todos los procesos
celulares que finalmente permiten llevar a cabo funciones tales como
contracciéon muscular, mantener los gradientes iénicos, para poder llevar a cabo
acumulacion y secrecion de hormonas y neurotransmisores, ademas de que
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participa de manera importante en la muerte celular por el mecanismo de
apoptosis. Por estas razones resulta evidente que alteraciones en la funcién
mitocondrial pueden llevar a enfermedades, provocando desde alteraciones en

su metabolismo hasta la muerte celular®.

Los procesos de enfermedad en los cuales la disfuncién mitocondrial ha
sido identificada y tiene un importante papel, generan una lista que crece
rapidamente. El dafio mitocondrial en células B-pancreaticas causa diabetes,
las mitocondrias sufren dafio durante la isquemia y aun mas durante la
reperfusion de un tejido. Ademas, la disfuncion mitocondrial ha sido implicada
en la mayor parte de las enfermedades neurodegenerativas como Parkinson,
Alzheimer, enfermedad motoneuronal, y la acumulacion de defectos
mitocondriales es sefialada como un mecanismo de envejecimiento y

enfermedades relacionadas con la edad®.

3.4 Evidencias de Diabetes y Estrés Oxidativo

Se ha descrito que la DM esta asociada con las reacciones oxidativas
catalizadas por la transicion de metales descompartamentalizados. Esta serie
de hallazgos concuerdan con estudios que presentan considerables evidencias
en las que se sugiere que el EOx juega un importante papel en la patogénesis y
complicaciones de la DM. Los mecanismos que pueden contribuir al aumento
de dicho estrés en pacientes diabéticos son diferentes, en particular en aquellos
sujetos con pobre control de la glicemia e hipertriglicemia. Estos mecanismos
que participan en la formacion de RL en diabéticos no solamente incluyen el
incremento de la glucosilacion no enzimatica y la auto-oxidativa, sino que
también el estrés metabdlico, que es el resultado de cambios en la energia del
metabolismo, en el nivel de los mediadores de la inflamacién y en el caso del
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sistema antioxidante de defensa. En estudios realizados por Sardas y cols.
(2001), en pacientes diabéticos apoyan esta teoria. Ellos encontraron
incremento de ROS, tales como O,, H,O,, OH lo que contribuyé a que se
dafara el ADN de linfocitos en sangre periférica. Dicho dafio oxidativo afecta
tanto al ADN nuclear como al mitocondrial. Al respecto, Ames y cols. (1993),
estimaron que una célula humana recibe 10,000 impactos oxidativos en el
ADN/dia producidos por OH" es decir, de cada 10** moléculas de oxigeno que

entran a la célula/dia, es posible que 1 en 200 dafien al ADN™.

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (diabetes mellitus no
insulinodependientes, DMNID), que exhiben control deficiente de la glicemia
tienen una actividad antioxidante total disminuida, esto induce a defectos en la
proteccion contra los RLO y a susceptibilidad al dafio aoxidativo (Maxwell et al.,
997). Por tanto, se considera de importancia la medicion del estado antioxidante
total en sujetos con diabetes mellitus tipo 2, ya que es un reflejo de los niveles
de RL con el objeto de permitir instaurar medidas terapéuticas que conlleven a

mejor calidad de vida de los individuos con esta entidad™?.

3.4.1 Como el Estrés Oxidativo Causa Dafo a los Diabéticos

Las evidencias acumuladas indican que el incremento en la produccion
de RL como el i6n superéxido o reduccion del estatus antioxidante, juegan un
importante papel para que se presente el EOx. Estos mecanismos incluyen a su
vez la glucoxidacion y la formacion de productos avanzados de glucosilacion,
activacion de la via de los polioles, inactivacion de las enzimas antioxidantes,
del metabolismo del ascorbato y descontrol en el metabolismo del 6xido nitrico

(NO) y de las prostaglandinas. El estado de hiperglucemia produce en la
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mitocondria RL, los cuales se pueden disminuir por la accion de la CAT, la

SOD, el &cido lipoico y la L-propionil carnitina®”.

Es evidente, que la alteracibn en algunos procesos bioquimicos
celulares, como sucede con el metabolismo de la glucosa, especificamente en
la hiperglucemia, la cual causa EOx en la célula, son provocados principalmente
por factores como la sobrenutricion y la disminucién de la actividad fisica en el

individuo, lo que a su vez desencadena:
e Sobrecarga celular de acidos grasos libres.
e Disfuncién endotelial.
¢ Resistencia a la insulina, en el musculo.

e Alteracion de la secrecién de insulina en las células beta®!.

3.5 Neuropatia Diabética

La neuropatia diabética en un trastorno neuroldgico funcional o estructural
selectivo de fibras o troncos nerviosos mudltiples, cuyas causas pueden ser
variadas. Es el motivo mas frecuente del dolor neuropatico, incluso los
pacientes acuden a consulta con esta molestia sin conocer su problema de
diabetes. Se considera que 50 por ciento de las personas diabéticas la
presentan en cualquiera de sus modalidades, de donde la polineuropatia

periférica con diabetes recién diagnosticada representa el 8 por ciento, cifra que
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se eleva al 42 por ciento para los pacientes con diabetes de 10 o mas afios de

evolucion®.

3.5.1 Importancia de los Radicales Libres en Algunas Patologias

Los radicales libres son los ultimos patégenos que han surgido en el
panorama medico, aunque ha sido posible demostrarla generacion de radicales

libres en practicamente todos los érganos”’.

3.5.1.1 Patologias del sistema nervioso

El cerebro tiene ciertos atributos que lo hacen especialmente vulnerable
al ataque de los radicales libres. Es un dérgano altamente oxigenado,
responsable del consumo de casi una quinta parte del oxigeno total consumido
por el organismo. Debido a las dificultades técnicas para la determinacion de
radicales libres en tejido cerebral, todavia no se conoce el papel que dichos

radicales juegan en la patologia de la isquemia cerebral®.

Una de las primeras enfermedades del cerebro que se penso6 que podian
estar asociadas con la produccion de radicales libres es la enfermedad de
Parkinson. Las neuronas dopaminérgicas principalmente afectadas en la
enfermedad de parkinson son las neuronas mecanizadas de la parte compacta
de la sustancia nigra. Aunque la causa de la muerte de las células nigra es aun
desconocida, se ha implicado a los radicales libres de oxigeno como un

mecanismo citotoxico potencial®.

Puesto que no se conoce ningln mecanismo de defensa frente a estos
radicales se produciria dafio oxidativo en el cerebro de pacientes con la

enfermedad de Parkinson®.
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3.5.1.2 Procesos tumorales

En un proceso de carcinogénesis se pueden distinguir dos fases. La
primera, o de iniciacién, pueden considerase como la generacion o activacion
de un encogen. Este paso puede darse por la integracion de un retrovirus, por
una mutacién, o bien por una transposicion inducida por dafio en el DNA. Si
embargo, esta fase, aunque necesaria, no es suficiente para que se produzca la
transformacion de la célula, a no ser que la célula se encuentre en un estado de
crecimiento. Este estado de crecimiento puede ser activado de varias maneras,
y a los agentes que producen esta activacion, se les conoce con el nombre de
promotores. Asi, para que tenga lugar un proceso canceroso, se requieren dos

elementos: a) activacién del encogen, y b) activacion de un estado proliferativo®.

Los radicales libres pueden estar implicados en procesos de iniciacion y
promocion de los procesos tumorales, ya que atacan al DNA, produciendo
roturas de cadenas sencillas y dobles, uniones cruzadas entre cadenas de
DNA, aberraciones cromosomitas, iniciando asi un proceso de carcinogénesis.
Por otra parte, la evidencia indirecta de que los sistemas antioxidantes protegen
a las células de la promocién de los procesos tumorales indica que los radicales
libres estan implicados en este proceso”.

3.5.1.3 Diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad heterogénea, caracterizada por

una deficiencia, absoluta o relativa, de insulina y resistencia a la insulina’.

El pancreas es organo relativamente bajo en enzimas antioxidantes, por
lo que es mas sensible al ataque oxidativo. De hecho, se ha sugerido que parte
de la lesion que tiene lugar en las células B del pancreas es debida al ataque
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por diferentes radicales libres como lipoperoxidos y peroxido de hidrogeno. La
accion combinada de los radicales libres y la hiperglucemia puede tener efectos
importantes sobre el nivel de expresion de SOD en los eritrocitos de pacientes

con diabetes®.

3.5.1.4 Cataratas

Las cataratas son la patologia mas frecuente del cristalino y es una de
las causas mas importantes de ceguera reversible. Se ha propuesto que varias
especies activadas de oxigeno como el anidon superéxido, el perdxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo, pueden estar implicados en la cataractogenesis.
Sin embargo no se conoce con detalle como estas especies activadas de
oxigeno y sus reacciones pueden iniciar la formacion de cataratas. Se ha
observado una mayor concentracion de peroxidos de hidrégeno en ojos con
cataratas. Ademas, se ha observado que los radicales libres de oxigeno se
generan en cantidad excesiva en varias cataratas experimentales y en cataratas
seniles humanas, como consecuencia de la fotooxidacion del cristalino, de una
mayor peroxidacion lipidica y de un descenso en las defensas antioxidantes

enzimaticas y no enzimaticas de los cristalinos con cataratas®.

3.5.1.5 Sindrome de Down

Patologia en la que la SOD, se encuentra alterada. El gen que codifica la
SOD, ha sido localizado en el cromosoma 21, concretamente en la region
21922. Se ha determinado en muchos casos de trisomia 21 la actividad de
SOD, observandose un efecto de dosis, es decir, los pacientes afectados de
trisomia 21 mostraban un 50% mas de actividad de SOD".
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Se ha detectado, también, en los linfocitos de pacientes afectados por el
sindrome de Down, una mayor proteccién frente a las radiaciones y mayor

estabilidad de las cadenas de DNA, frente al ataque del radical "OH".

3.5.2 Sindromes, Enfermedades y Procesos Degenerativos que se Consideran

Relacionados con el Estrés Oxidativo

- Sistema nervioso central: esquizofrenia, enfermedades de Parkinson y
Alzheimer, esclerosis multiple, distrofia muscular de Duchenne, ataxia-

telangiectasia™®.

- Ojos: cataratas, degeneracion macular, retinopatias del diabético y del

prematuro™®.

- Sistema respiratorio: asma, cancer pulmonar, sindrome de dificultad

respiratoria del adulto™.

- Sistema cardiovascular: aterosclerosis, infarto del miocardio,

hipertensién, miocardiopatia™®.

- Sistema digestivo: hepatitis, cirrosis hepatica, diabetes, pancreatitis,

cancer del colon, colitis™.
- Sistema genito-urinario: insuficiencia renal, infertilidad masculina™®.

- Sistema osteomioarticular: artritis reumatoidea, artritis psoriatica,

sindrome del hombre rigido™.
- Piel: eczema, melanoma, dermatitis de contacto™®.
- Otros: mutagénesis, caquexia, Sindrome de Werner, envejecimiento™.
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3.6 La Defensa Antioxidante y Su Relacién Con Diferentes enfermedades

El sistema antioxidante protege a los tejidos de los efectos de los
radicales libres. Los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios, y

terciarios, en dependencia de su funciéon®.

En el primer grupo, los enziméticos, se encuentran fermentos que
protegen al organismo contra la formacion de nuevos radicales libres, entre los

que se encuentran:

e Superoxido dismutasa (SOD) que transforma el oxigeno en peroxido de

hidrigeno®.

¢ Glutation peroxidasa (GPX) que convierte el peréxido de hidrégeno y los
peroxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que puedan formar

radicales libres®°.

e Proteinas de union a metales (GR) que frenan la disponibilidad del Fe,

necesario para la formacion del radical ‘OH?.

En el segundo grupo de antioxidantes, los secundarios no enzimaticos

hay 2 subgrupos:

¢ Antioxidantes hidrofilicos: entre los que se encuentran la vitamina C,

(ascorbato), acido Urico, bilirrubina y albtimina®.

e Anioxidantes lipofilicos: entre los que se encuentran la vitamina E

(alfatocoferol), carotenoides y las ubiquinonas®.

Dentro de los antioxidantes terciarios, encargados de reparar
biomoléculas dafiadas por los radicales libres se incluyen las proteasas

reparadoras de ADN y la metionina sulféxido reductasa®.
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La defensa antioxidante, enzimatica y no enzimatica protege al

organismo contra el dafio oxidativo, pero no con el 100% de eficiencia.

Las causas de deficiencias del sistema antioxidante son ingestion baja de
antioxidantes dietarios'®. Enfermedades que reducen la absorcién de nutrientes
IlO

antioxidantes (enfermedad de Crohn)*. Nutricién parenteral normal'®. Dialisis

renal®.

3.7 La Suplementacion de la Dieta Con Antioxidantes

La suplementacion con vitaminas antioxidantes como a vitamina C y E
constituye un tema de actualidad. Se ha comprobado una disminucién de los
niveles plasmaticos de ambas vitaminas, aun con ingestas elevadas de
vegetales, para sujetos normales y a partir de los 50 afios para las mujeres, y a
los 55 afios para los hombres. La dosis recomendable para humanos normales
de edades superiores a las mencionadas, es de 500 mg vitamina C/dia y de 400
mg vitamina E/dia. Los mismos niveles estan recomendados para mujeres
embarazadas, con mejora en la posibilidad de pre-eclampsia, para pacientes
recibiendo quimioterapia, para pacientes con hepatitis o SIDA, y para la etapa
pre-quirdrgica en casos de revascularizaciéon cardiaca o de trasplante de

érganos™®.
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4. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Bioquimica
Clinica del area de especialidad del Departamento de Ciencias Quimico
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Sonora, Unidad Regional Norte

Caborca.

4.1 Material Bioldgico

El objeto de estudio fueron personas adultas con padecimiento de
Diabetes Mellitus tipo Il quienes forman parte del grupo de Ayuda Mutua, “LA
ESPERANZA DEL MANANA”, pertenecientes al Centro de Salud Rural de H.

Caborca, Sonora.

En este lugar efectuamos platicas de introduccion primeramente con el
Director de dicha institucion, logrado el permiso acudimos con la enfermera
Francisca Ortega, encargada del grupo de Diabéticos, durante las platicas nos
presentamos tanto el director de la tesis y una servidora como tesista, quienes
expusimos que pretendiamos desarrollar una tesis en la que se Determinaria el
Estado Antioxidante Total en Pacientes con Diabetes Mellitus Tipo Il y que nos
gustaria aprovechar al grupo de Ayuda Mutua “La esperanza del manana”,
siendo ellos las personas objeto del estudio y que su aportacion seria una

muestra de sangre venosa

Las personas encargadas mostraron interés en el estudio, ya que este
tipo de analisis no es de rutina ni se realiza en todos los laboratorios, por parte
de las autoridades de la institucion tuvimos el consentimiento para presentarnos

en una sesion de su grupo, la cual se presenta cada dia martes por la mafana,
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donde las personas que ahi asisten radican en la Ciudad de H. Caborca,

Sonora y en los ejido pertenecientes a este municipio.

En los dias posteriores, hicimos entrega personalmente de un documento
impreso al Director de la institucién, donde se pide su apoyo para éste proyecto,
solicitado por el M.C. Q.F.B. Ramoén Efrain Lugo Sepulveda, director de la tesis
y el Q.B. Eligio Espinoza Ojeda Jefe del Departamento de Ciéncias Quimico
Biolégicas y Agropecuarias y firmando por los mismos. Este fue firmado de

recibido.

La enfermera encargada del grupo nos hizo entrega de las listas con los
datos de cada integrante del equipo, se me permitio el acceso a los archivos de
cada uno de ellos en ésta institucion para ver el historial de la enfermedad y
como ha ido evolucionando, en una siguiente visita en noviembre se hizo
entrega del protocolo del proyecto al director de la institucion y se aprovecho
para aplicar una encuesta a cada persona integrante del grupo, donde se
indag6 acerca de los antecedentes meédicos personales y familiares, habitos
tales como: dieta, sedentarismo, horas de ejercicio, tabaquismo, alcoholismo,

sintomas, edad, nombre, etc., (ver formato de encuesta en anexos).

4.2 Toma de Muestra:

Se realiz6 en dos sesiones debido a la cantidad de personas integrantes

del grupo.

Para la puncion sanguinea se ocup0 el siguiente material: torniquete,
guantes de nitrilo, equipo vacutainer para puncién, tubos tapén rojo, ambos
marca B.D., torundas con etanol al 70%, canastilla portadora de gradilla,
recipiente para material punzocortante, bolsas con gel congelante.
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La toma dio inicio el 08 de diciembre de 2009 a las 8:00 a.m.,previo
ayuno de 12 horas, el primer grupo fue de 27 personas de ambos sexos, con
edades de 41 a 77 afios, siendo 3 hombres y 24 mujeres todos diagnosticados
con Diabétes mellitus tipo 2. A cada uno de los integrantes del grupo se le toma

glucosa y presion al llegar al grupo.

Al completar las 27 muestras, colocadas en la gradilla para tubos de
ensayo, y etiquetadas de manera correspondiente, se depositaron en una
hielera la cual contaba con bolsas de gel congeladas para ser transportadas a
la Universidad de Sonora, se llevaron al laboratorio de analisis bioquimicos,
donde se dejaron reposar en el refrigerador por 1 hora y separar el suero por
centrifugacién a 5000 r.p.m., por 10 minutos, en una centrifuga de la marca

Thermo Scientific.

Una vez obtenidos los sueros, fueron separados en tubos de ensayo
nuevos de 13 x 100 con ayuda de pipetas Pasteur, cada suero se rotul6é con el
namero correspondiente a la muestra sanguinea, se colocaron en la gradilla y

se mantuvieron en refrigeracién a -8°C hasta su uso.

4.3 Determinacion del Estado Antioxidante Total (TAS)

El kit TAS ANTIOXIDANTES (Totales) marca Randox de 5 x 10 mL y el
control para TAS de la misma marca se mantuvieron en refrigeracion hasta su

uso. Todo este material fué patrocinado por la Universidad de Sonora.

Se procedi6 a la preparacion de los reactivos contenidos en el kit TAS
ANTIOXIDANTES (Totales) Método Randox ya que se utilizaria para las
determinaciones, y se prepar6 el control de calidad ESTADO ANTIOXIDANTE

TOTAL (TAS CONTROL), suero control.
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Para la preparacion de reactivos, ver anexos.

Se us6 un espectrofotdmetro marca Thermo Scientific Genesys 20, el

cual 5 minutos antes se calibré frente a aire y a 600 nm.

Una vez hidratado el suero control se dej6 reposar por media hora y se

dio inicio con las determinaciones.

La capacidad antioxidante total fue medida utilizando la reaccion cinética
de formacion del radical ABTS 2,2-azino-3-etilbenzotiazolin sulfonato, el cual se
incubd con peroxidasa (metamioglobina) y H,O, para dar el radical catién

ABTS, el cual presenta una coloracién verde-azulada relativamente estable.

La presencia de los antioxidantes en el suero suprimié la coloracion
verde-azulada del radical ABTS" proporcionalmente a la concentracion de

éstos.

La cinética de la reaccion fue medida a 600 nm en el espectrofotometro.
Se utilizd como material de control de calidad el proporcionado por la misma
casa comercial. El cual se corri6 antes de iniciar con las mediciones de las

muestras, y cada 5 muestras problema para mejor calidad en los resultados.

Una vez que tenemos los sueros correspondientes a cada muestra
problema listo y que el suero control ha reposado, iniciamos con las

determinaciones con el espectrofotometro ya calibrado.

4.4 Procedimiento Para el Analisis

Se tomdé una cubeta de plastico de 1mL de espesor nueva y se

pipetearon 20uL de agua bidestilada con una micropipeta de la marca Oxford y
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ImL de cromégeno, se mezcld perfectamente y se colocé en el
espectrofotometro obteniendo la absorbancia inicial A; para el blanco, después
se pipetearon 200uL de sustrato con una micropipeta de la marca Oxford, se
mezclé colocandose en el espectrofotbmetro exactamente por 3 minutos,

obteniendo de esta manera la absorbancia 2, A,

Para el patron se efectué el mismo procedimiento cambiando el agua

bidestilada por el patréon.

De igual forma para cada uno de los sueros problema se procedi6é de

manera semejante.

El suero control se midio al principio y cada 5 muestras problema para un

mejor control de calidad.

Una vez obtenidas las lecturas de las absorbancias de cada una de las
muestras problema del primer grupo, se calculo el Estado de los Antioxidantes

Totales mediante la férmula:
Factor = concentracion del patrén/(AA blanco — AA patrén)™°.

Ya obtenido el factor general, se calcula en mmol/L el resultado de cada

muestra problema, con la férmula:
Mmol/L = factor * (AA blanco—AA muestra)™.

Para calculos y resultados, ver anexo numero #9.4 procedimiento..
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4.5 Grupo control

Para esta investigaciébn se analiz6 un grupo control integrado por 11
personas clinicamente sanas de ambos sexos con edades de 20 a 33 afios, a
las cuales se les tomd una muestra de sangre por venopuncion directa en tubos
vacutainer de tapdn rojo, para la obtencién de suero de cada muestra control. El
andlisis se llevo a cabo de la misma manera que al grupo problema, mediante la
técnica TAS ANTIOXIDANTES (Totales) Método Randox.

Esto con la finalidad de hacer un estudio comparativo de resultados de
personas clinicamente sanas, con los resultados de las personas objeto de

estudio.

En febrero de 2010, acudimos a la sesion del grupo de AYUDA MUTUA
para continuar con la toma de muestras sanguineas al segundo grupo, en ésta
ocasion se tomaron 15 muestras por venopuncion directa en tubo vacutainer de
tapdn rojo para obtener el suero correspondiente a cada muestra sanguinea, los
pacientes fueron 15 repartidos de la siguiente manera: 5 hombres y 10 mujeres,
con edades de 43 a 77 afios.

El total de muestras analizadas fue de 42 pertenecientes al grupo de
AYUDA MUTUA “La esperanza del mafana”, inscritos en el Centro de Salud
Rural de H. Caborca, Sonora, personas adultas de ambos sexos que estan

diagnosticados con Diabetes Mellitus tipo Il
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5.-RESULTADOS Y DISCUSION

En las tablas A y B muestran el total de pacientes diagnosticados con
diabetes mellitus tipo 2 y el grupo control. Los primeros estan ordenados por

sexo con un total de 39, el segundo por edad con un total de 11.

Numero de muestra Sexo Edad (afios) Resultado en mmol/L
6B H 36 2.103
12B H 43 2.057
1B H 47 2.102
26 H 48 2.036

1 H 48 2.08
22 H 52 2.058
3B H 61 2.08
10B H 67 2.148
29 M 41 2.036
12 M 44 1.538
13 M 44 2.015
25 M 45 1.56
15 M 46 2.058
3 M 47 1.97
19 M 49 2.015
8 M 50 1.906

M 50 2.01

23 M 51 1.993

9 M 52 2.08
30 M 53 2.036

6 M 53 2.08
4B M 53 2.103
13B M 53 2.192
16 M 56 1.993
14 M 57 2.08
2B M 57 2.08
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10 M 58 1.993
21 M 58 2.058
11B M 58 2.17
18 M 59 2.08
5B M 59 2.125
7B M 60 1.989
11 M 64 1.278
28 M 64 2.015
4 M 64 2.05
9B M 64 2.103
20 M 67 1.993
24 M 77 2.058
8B M 77 2.125

Tabla A. Se muestra el total de pacientes por sexo y edad, y su resultado de

AQOT. (se eliminaron 4 muestras hemolizadas)

Numero de muestra Sexo Edad (afios) Resultado en mmol/L
3 M 20 2.169
1 M 21 2.012
6 M 21 2.169
10 M 21 2.192
2 M 22 2.125
4 H 23 2.169
5 H 24 2.102
8 M 23 2.192
9 M 24 2.147
7 M 30 2.147
11 H 33 1.99

Tabla B. Se muestra el total del grupo control agrupado por edad y resultados
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5.1 Analisis de resultados

De acuerdo a los datos proporcionados del estudio del efecto de la Edad
sobre el Andlisis de Antioxidantes Totales en muestras de sangre de 39
pacientes diagnosticados con Diabetes Mellitus. Se hicieron los siguientes

analisis estadisticos:

5.2 Caracteristicas de la muestra

Se analizaron los resultados del analisis de sangre de 8 hombres y 31
mujeres de edades de 36 a 77 afos de edad. Entre los pacientes la edad se
distribuy6 en forma normal como se muestra en la Figura 1, con una edad
promedio de 55 afios y desviacion tipica de 9 afios. De acuerdo al diagrama de
Tuckey se observa que el 50% de la muestra tenia de 48 a 60 afios de edad.
Estos pacientes fueron elegidos para el presente estudio debido a que
pertenecen al grupo de ayuda mutua del centro de salud Rural de H. Caborca,
Sonora, y podriamos estar en contacto con ellos semana a semana, ya que son
pacientes que decidieron buscar ayuda porque no lograban controlar sus
niveles de glucosa y algunos de ellos ademas con otras complicaciones como
hipertension arterial y otros hasta neuropatia diabética, que quiza no sabian que
la padecian, solo decian tener algunos dolores en su cuerpo y otras sintomas,
todo esto debido a los malos cuidados de su Diabetes, como alimentacion, falta

de ejercicio, fumar, etc.
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Cournt

33 36

Figura 1. Diagrama de frecuencia de edades en la muestra de personas del
grupo control.
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Para el control (Figura 1) se escogieron 11 personas sanas entre los 23 a
30 afos de edad, resultando un promedio de 23 + 4 afios de edad.

Count

24

88

Figura 2. Diagrama de frecuencia de edades en las personas del grupo de

estudio.
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5.3 Andlisis de antioxidantes totales (AOT)

Los resultados de los andlisis al total de pacientes mostraron valores que
van desde 1.2 hasta 2.2 mmol/L de antioxidantes, con un valor promedio 2.0
mmol/L como se muestra en la Figura 3. Sin embargo puede observarse que
tres valores presentaron discrepancia de la mayoria de los datos por lo que
puede considerarse que los valores de AOT en el control oscilan entre 1.9 a 2.2

mmol/L.
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Figura 3. Resultados del analisis de antioxidantes totales en pacientes.
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Figura 4. Resultados del andlisis de antioxidantes totales en los controles.
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5.4 Efecto del Sexo sobre la Cantidad de AOT

Los valores de AOT en mujeres oscilaron entre 1.27 y 2.19 mmol/L con
un promedio de 1.99 £ 0.69 mmol/L, mientras que en los hombres los valores

estuvieron en un intervalo de 2.0 a 2.14 mmol/L.

El andlisis de varianza mostré que no existe una diferencia significativa
(P<0.05) en los valores de AOT entre el género masculino y femenino como se

muestra en la Figura 5.

22 ———

1.8 —

ACT

1.6

1.4+

12 0 T v

GEMERC

Figura 5. Prueba de medias entre la cantidad de AOT para los géneros

analizados
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5.5 Efecto de la edad sobre el contenido de AOT en los controles

Primeramente se realizé un analisis de correlacion del contenido de AOT
contra la edad. Se encontré que los valores de AOT controles disminuyen
ligeramente con respecto a la edad de las personas como se muestra en la
Figura 6A. El modelo que correlaciona el contenido de AOT con la edad de los

controles es :

!
Aarr [@‘J = 2.3 — 00075 (Edad)

Se definié el término de indice Oxidativo (lox) de la siguiente forma:

1'1-{-;"-"].'1;::!.' - "‘!'U:‘Ilu.n:.'.':-:

LL
L
AT *

Ly (90

Donde: AOTnax €s el valor de antioxidante maximo que se encontré en
los controles el cual corresponde a 2.3 mmol/L; AOTwa €S el resultado del
analisis. Por lo que el término I, representara el estado de oxidacién actual,
con respecto a un valor maximo de los controles. De esta forma se calculé el
estado oxidatvo de los controles y se encontré que existe una buena correlacion

con la edad (Figura 6B)
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B. Correlacion de la Edad contra el I, de todos los Controles

20.00

18.00 1 y =0.6483x - 8.2182
16.00 R?*=0.81765

14.00

12.00 1

lox (%)

10.00 1
8.00 1 =

6.00 § »
4.00 1

2.00 f1

0.00 . . . .
20 21 22 23 24 25

Edad

Figura 6. Correlacion de la cantidad de AOT en los controles con la edad.

De esta forma serd posible predecir el lox en funcion de la edad de

acuerdo a la expresion siguiente:

Tomando en cuenta esta expresion se obtuvo la siguiente simulacién del

indice oxidativo dependiendo de la edad de la persona (Figura 7).
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Figura 7. indice oxidativo como una funcion de la edad de la persona.

5.6 Comparacion de medias

Para un mejor analisis de los datos de contenido de AOT se decidio
hacer un bloqueo por intervalos de 5 afios edad y los valores se compararon
con los datos de los controles. Los datos control fue asignado con el cédigo 0; y
los grupos de edad se muestran en la Tabla 1. Al analizar todos los pares de
medias por medio de una prueba t de student se encontré diferencia
significativa (P<0.05) entre los grupos de edades 41-45 afios bloque (2) con
edades desde 46 hasta 60 afios, asi como con el grupo control. Lo cual implica
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gue los valores de AOT mas bajos obtenidos se encontraron en este grupo de
edades (41-45 afos). De la misma manera el grupo de 61-65 afios de edad
también presentd diferencias significativas con el grupo control y los grupos del
3al5.

Tabla 1. Resultados de la prueba t de student entre pares de media.

Bloque Edades AOT0m
0 Control 2.156 2
1 36-40 2.103 @
8 71-75 2.091 @
5 56-60 2.064 °
4 51-55 2.040
3 46-50 2.022
7 65-70 1.993 ¢
6 61-65 1.855 ™
2 41-45 1.841°

Las valores con diferente superindice son significativamente diferentes («=0.05).
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La Figura 8 muestra los resultados de la comparacion de medias con el
control por el método de Dunnett. Se encontr6 que solamente el grupo de
edades de 41-45 afios (bloque 2) y el de 61-65 afios (bloque 6) son

significativamente diferentes al grupo control (bloque 0).

24

234

2.2

1.99

AOT

1.8

1749

1.6

1.5

1.49

1.3

12 0 KN 2 ! 3 ' 4 ' 5 ! 3 "7 T 8 With Control
b\oque Dunnett's
005

Figura 8. Comparacion de medias Dunnet con los valores control.
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En la Tabla 2 se resumen los valores de la prueba de Dunnet para las
comparaciones de los vlaores de AOT promedios entre los diferentes grupos
con el control. Solamente los bloques 6 y 2 presentaron diferencia significativa

(P>0.05) con el control.

Tabla 2. Resultados de la prueba de medias con el control de Dunnett.

Bloque Edades AOT,rom Abs (dif) = LSD Valor P
0 Control 2.156 -0.201 1.0000
1 35-40 2.103 -0.396 0.9999
8 71-75 2.091 -0.268 0.9976
5 56-60 2.071 -0.122 0.8474
7 65-70 2.070 -0.247 0.9858
4 51-55 2.066 -0.117 0.8079
3 46-50 2.022 -0.072 0.3889
6 61-65 1.905 0.013 0.0336*
2 41-45 1.841 0.077 0.0043*

5.7 Efecto del Sexo y edad en el contenido de AOT

Debido a la diferencia tan pequefia entre los valores del contenido de

AOT entre las muestras analizadas se decidid realizar un analisis de muestras
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apareadas. En este caso se definio6 como variable dependiente a la diferencia
entre la Edad y el valor de AOT y se correlacion6 con el promedio de estos dos
valores ((Edad + AQT)/2). Se encontr6 una excelente correlacion lineal
(R?>0.99) tanto para el analisis en hombres como en mujeres (Figura 8). Los

valores de los parametros para ambos sexos no difieren entre si.

A. Men Paired Test AOT/EDAD

70

651 y=18742x-0.777 2

R? =0.99885

60

(Edad-AOT)

30 T T T T T T T T
18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

(Edad + AOT)/2
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B. Women Paired Test AOT/EDAD

80
751 y=1.8868x-0.6502
20 | R? = 0.99892

30 . . . .
20 25 30 35 40 45

(Edad + AOT)/2

Figura 9. Prueba de media apareada para el contenido de AOT y la edad

De estas correlaciones se pudo obtener una expresion matematica para
determinar el contenido de AOT dependiendo la edad de la persona de la

siguiente forma:

! .
AT ( R ) = 0.0% (edad) + 0,345

Con esta ecuacion se compararon los valores analizados en las personas y el
predicho por este modelo y se encontré una excelente aproximacion. La
distribucion de los errores se graficé y se obtuvo una distribucién normal con

media igual a cero y desviacion de 0.3, la cual se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Distribucién de los errores entre los valores predichos y los

resultados analiticos de AOT
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6.-CONCLUSIONES

Estudios epidemiolégicos han mostrado una disminucion de la incidencia
de enfermedades cardiovasculares en personas con suplementacion
antioxidante, donde las vitaminas E y el Beta caroteno disminuyen el riesgo de
accidentes fatales. Otros estudios han revelado que la incidencia de
enfermedades coronarias es inversamente proporcional al consumo de
vitaminas A, E y Beta caroteno. En estudios realizados sobre el efecto de la
peroxidacion lipidica y el estado antioxidante en la arterosclerosis se encontrd
que bajos niveles de antioxidantes y la peroxidacion lipidica estan involucrados
en las fases tempranas del proceso ateroscler6tico®.

De acuerdo con el estudio estadistico realizado, se encontré que se
analizaron los resultados del analisis de sangre de 8 hombres y 31 mujeres de
edades de 36 a 77 afos de edad. Entre los pacientes la edad se distribuy6 en
forma normal como se muestra en la Figura 1, con una edad promedio de 55
afos y desviacion tipica de 9 afos. De acuerdo al diagrama de Tuckey se
observa que el 50% de la muestra tenia de 48 a 60 afios de edad, para el
control (Figura 2) se escogieron 11 personas sanas entre los 23 a 30 afios de
edad, resultando un promedio de 23 * 4 afios de edad.

Los valores de AOT en mujeres oscilaron entre 1.27 y 2.19 mmol/L con
un promedio de 1.99 = 0.69 mmol/L, mientras que en los hombres los valores
estuvieron en un intervalo de 2.0 a 2.14 mmol/L, para el caso de los controles
se encontr6 que el valor mas alto fue de 2.3 mmol/L, el cual disminuye
ligeramente con la edad de la persona, para el grupo problema los valores de
AOT mas bajos obtenidos se encontraron en este grupo de edades 41-45 afios.
De la misma manera el grupo de 61-65 afios de edad también presentd

diferencias significativas con el grupo control, una vez obtenida la correlacion
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lineal se encontrd0 que los valores de los parametros para ambos sexos no

difieren entre si.

Por lo tanto, se concluye que los valores promedio del Estado
Antioxidante Total encontrados en el grupo de estudio son relativamente bajos
comparados con los niveles normales, esto es debido a una suplementacion
dieteria insuficiente, al consumo en hasta 3 veces por semana de carnes rojas,
pocas frutas y verduras, algunas complicaciones como obesidad, hipertension
arterial, altos niveles de colesterol y triglicéridos, pie diabético, en algunos de
los casos ya se padece de neuropatia diabética la cual no es atendida como se
debe.

Con el presente estudio se pretende determinar que en personas
diabéticas los niveles del Estado Antioxidante Total es bajo y por lo tanto, se
deben suplementar a estas personas con antioxidantes siempre y cuando sea
en la dosis necesaria para no afectar su metabolismo y asi poder evitar la
presencia de neuropatia diabética ya que por lo regular es lo que hace ver a
estas personas cansadas y deterioradas y por supuesto mantener sus niveles

de glucosa dentro de los rangos normales.
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7.-RECOMENDACIONES

Con estos hallazgos, se sugiere por una parte, proponer a los
profesionales de la salud la administracion de antioxidantes como terapia
alternativa coadyuvante, para contrarrestar el dafio que ocasionan los RL a las
macromoléculas en aquellos pacientes que padecen alguna enfermedad
cronico-degenerativa. Esto es con la finalidad de mejorar la calidad de vida de
estos individuos o en su defecto para ayudar a prevenir y/o retardar la

enfermedad, la cual se conoce esta estrechamente vinculada con el EOx.

Y por otra parte es importante hacer énfasis en el cuidado que se debera
tener al elegir qué tipo y la dosis adecuada del antioxidante que se prescribira al
paciente, la cual debera ser de acuerdo a las necesidades muy particulares de
éste. Pues de lo contrario, el(los) antioxidante(s) prescrito(s) podria(n) actuar
como pro-oxidante, lo que provocaria estragos en la células. Por lo tanto, es de
vital importancia que las nuevas investigaciones estén mas enfocadas sobre
este tema, ya que el dia que se logre derribar la barrera de contradicciones que
existen a este respecto (de si prescribir o no antioxidantes, de qué tipo y a qué
dosis), pero sobre todo el informar y educar adecuadamente a la poblacion
sobre este tema, se habra logrado un gran avance en la ciencia médica, al
mismo tiempo que se habra librado a la humanidad de seguir siendo engafiados
por “charlatanes” que dicen tener la solucion a todas las enfermedades en un

frasco de capsulas “milagrosas™**.
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9. ANEXOS
9.1 Preparacion de reactivos

El kit TAS ANTIOXIDANTES (Totales) Método Randox tiene los

siguientes componentes:

1.- Tampon: Fosfato Salino de 80mmol/L, pH 7.4.

2.- Cromégeno: Metamioglobina 6.1pmol/L, ABTS® 610umol/L.

3.- Sustrato: Peroxido de hidrégeno (forma estabilizada) 250umol/L.

4.- Patron: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico  Lote

especifico.

A continuacion se muestra el procedimiento para la preparacion de

dichos reactivos:

1. Tampon: listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se

conserva entre +2 y +8°C.

2. Cromoégeno: Reconstruir un vial de cromégeno 2 con 10 mL de tampoén 1.
Estable dos dias cuando se conserva entre +2 y +8°C u 8 horas entre +15 y
+25°C.

3. Sustrato: Diluir 1 mL de sustrato 3 con 1.5 mL de tampdn 1. Estable 24 horas

cuando se conserva entre +2 y +8°C.

En la forma no diluida es estable hasta la fecha de caducidad cuando se

conserva entre +2 y +8°C.
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4. Patron: Reconstruir un vial de patron con 1ml de agua doblemente
desionizada. Estable durante 2 dias, cuando se conserva entre +2 y +8°C 0, 1
mes a -20°C.

Nota: Si este analisis se utiliza en un sistema automatizado, por favor,
referirse a la hoja de procedimientos para ese sistema, ya que las instrucciones
de reconstitucion podrian diferir.

9.2 Preparacion del suero control

El suero control 6 control de calidad es humano original y fabricado por
Randox, esta compuesto por acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-

carboxilico a una concentracion de 243 NX = 2.08 mmol/L.

Se abre el frasco muy cuidadosamente evitando cualquier pérdida de
material y se reconstituye en exactamente 5 mL de agua destilada a una

temperatura de 20-25°C, se tapa y se deja reposar 30 minutos.

67



9.3 Reactivos

Componentes

Concentraciones en la prueba pmol/L

1. Tampoén
Tampodn Fosfato salino
2. Cromégeno
Metamioglobina
ABTS®

3. Sustrato

Perdxido de Hidrégeno (forma estabilizada)

4. Patron

80 nmol/L, pH 7.4

6.1

610

250

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico Lote especifico
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9.4 Procedimiento

Condiciones del analisis

Longitud de onda
Cubeta
Temperatura

Medicion

600 nm
1 cm de espesor
37°C

Frente al aire

Pipetear en cubetas:

Reactivo Blanco Patrén Muestra
Agua bidestilada (uL) 20 L L
Patron (uL) L 20 L
Muestra (uL) _ _ 20
Cromégeno (mL) 1 1 1
Mezclar bien y leer la absorvancia inicial (A1).

Anadir:

Sustrato (ul) 200 200 200

Mezclar y empezar a cronometrar simultdneamente. Leer absorvancia:

(A2) al cabo de exactamente 3 minutos.
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Ax-A;= AA de muestra/patrén/blanco.

Célculo:
Estado de los antioxidantes totales:

Factor = concentracion del patron/(AA blanco — AA patrén)

Mmol/l = factor * (AA blanco — AA muestra)®™®.
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9.5 Entrevista realizada al grupo de estudio
1. Nombre del paciente.
2. Edad.
3. Lugar donde vive.
4. Tiempo padeciendo diabetes mellitus tipo 2.
5. Niveles de glucosa en los ultimos 3 meses.
6. Tipo de control de glucosa.
7. Dolor en huesos y articulaciones.
8. Consume frutas, verduras, carnes, pescado, harinas.
9. ¢ Con qué frecuencia?
10. ¢ Toma complementos vitaminicos?
11. ¢ Qué vitaminas?
12. Complicaciones.

13. Valores de presion arterial.
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